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穴居 狼 蛛 毒 中 磷酸 单 酯 酶 和 核酸 酶 的 研究 


ix E HBR wah R f 


《中 国 科 学 院 上 海 生物 化 党 研究 所 ) 《中国 科学 院 上 海 生理 研究 所 》 


a 要 
本 文 分 别 用 对 硝 基 栈 磷 酸 酮 、3 -232b] 标 记 的 RNA 和 和 大肠 杆 菌 哗 菌 怀 入 DNA 作 底 物 调 定 了 新 杜 产 洋 居 
RHE PSRELREAAHR, SRLEPRARRARB, RHR RB ARARRERE, 
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新 疆 产 穴居 狼 蛛 (Lycosa singoriensis) 属 节 肢 动 物 门 蛛 形 网 ， 是 一 种 蛋 型 较 大 的 
He, WRKIAd cm， 头 部 生 有 一 对 很 大 的 毒 牙 。 它 捕食 小 动物 时 ,首先 通过 管状 毒 牙 
将 储存 在 毒 吉 中 的 毒液 注入 猪 物体 内 ， 使 其 中 毒 麻痹 。 然 后 毒液 对 猪 物 进 行 初步 消化 。 
由 此 可 以 推测 ， 在 穴居 狼 蛛 毒液 中 含有 神经 毒素 和 各 种 水 解 酶 类 。 关 于 穴居 狼 蛛 毒 中 的 
神经 毒素 的 鉴定 ， 徐 科 等 已 有 报告 〈 徐 科 等 ，1985、1986、1987) 。 本 文 对 这 种 毒液 中 
与 核酸 代谢 有 关 的 酶 进行 了 初步 的 分 析 ， 为 进一步 分 离 纯 化 工作 提供 了 条 代 。 


材料 与 方法 


AMR: ATMS RRL RNR, AMAR BIKA PRE 
备用 。 实 验 时 ， 取 一 定数 量 的 毒 讲 在 2 至 3 倍 体积 蒸馏水 中 的 碎 ， 制 成 匀 桨 ， 在 4°C 条 
件 下 离心 ‘2000 转 /分 )15 分 钟 ， 取 上 清流 。 然 后 再 将 等 体积 酸性 冷 燕 饮水 .用 醋酸 调 至 
pH4 ) 加 到 沉淀 物 中 ， 进 一 步 磨 碎 ， 在 上 述 同 样 条 件 下 离心 15 Oe, RR. HP 
- 部 份 上 清 波 合并 后 冷 洪 干燥 ， 即 得 粗 毒 制品 。 

BRE (PAilosamia cynthia ricini) 后 部 给 腺 体 5S rRNA 按 曹 功 杰 等 的 方法 制 
# (1983) 。 大 肠 杆 菌 噬菌体 入 DNA 由 上 海 生化 所 率 祥 荣 同 志 赠 送 。Y-[32w2-ATP 为 
New England 公 司 产 品 。3 [32。6J-RNA 按 Peattie 方 法 制备 (1979)》。 

不 同 浓 度 的 狼 蛛 毒 酶 液 的 配制 ， 取 3 mg 粗 毒 品 ， 加 重 燕 饮水 1004L1， 充 分 振 落 后 离 
心 《15000 转 /分 ) 5 分钟 , 取 上 清流 为 酶 液 A， 取 酶 液 A 7.501 NARA AK AIR 
Bs WERB 5ua1 加 等 体积 重 蒸 馅 水 为 酶 液 C; 取 酶 液 C341 加 等 体积 重 蒸 饮 水 为 酶 液 DD。 


* 现在 通讯 地 址 ,上海 交通 大 学 生物 科学 与 技术 系 。 
本 文 1988 年 1 A SAKE, MES 月 22 昌 收回 。 
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结果 与 讨论 


核糖 核酸 酶 (Rase) RGA: RRA 3° -C323 标 
TERS BE ii ZE Ja OB 2 BRR 557RNA 的 小 型 试管 中 各 加 入 酶 
解 缓冲 液 1 hl， 重 蒸馏 水 6 ul, SAMARRA, BE 
C3hl， 反 应 总 体积 104l。 在 3?7°C 保 漫 35 分 钟 后 , 用 20% 
育 丙 烯 酌 胺 癣 胺 电泳 鉴定 水 解 结果 。 如 图 1 所 示 ， 酶 液 
A 将 RNA 全 部 水 解 为 小 分 子 核 背 酸 。 在 本 实验 条 件 
下 ， 它 们 均 迁 移出 肇 胶 外 ， 因 为 在 对 照 实验 中 5 -C32Pp) 
-PCp 仍 可 以 测 山 。 这 说 明 酶 波 中 存在 水 解 5 磷酸 单 本 
的 磷酸 单 酯 酶 。 稀 释 2 倍 的 酶 液 B 和 稀释 4 倍 的 酶 液 
C， 由 于 酶 浓度 的 逐步 降低 ， 在 电泳 图 中 可 以 看 到 不 同 
链 长 的 RNA 片 段 。 


图 1 新 疆 产 穴 后 狼 蛛 各 素 制品 水 解 31 - C32) -RNA Ah EM A 

FEMA (20%) BRA. 

1, 5’-{32p)-pCp 

2. # Pha REAPS" ~C8eps-5S RNA, 

3， 4 Ae BP BLA ERE CAD. CB) fe CC) 2k a 8? 
-TS32p2-59 RNA GHA Za 
电泳 条 人 性 
1.500V, 18mA, 23h, Biip: Tris- at 
#8 ob 3 pH8.3, 





脱氧 核糖 核酸 酶 (DNase) HRI: MERA A 2600m A E FF A A ADN A 的 小 型 
试管 中 ， 各 加 入 酶 解 缓冲 滤 1, BRAK 6 Hl， 青 分 别 加 入 酶 液 A、B、C 或 D3ul， 
反应 总 体积 10k1]。 在 25?C 保 温 15 分 钟 后 ， 用 琼脂 糖 肯 胶 电泳 鉴定 水 解 结果 。 穴 居 狼 蛛 毒 
液 水 解 DNA 的 活 为 很 高 。 酶 液 A 和 B 均 将 DNA 全 部 水 和 解 为 小 的 片段 ， 在 本 实验 茶 件 下 
不 能 用 EB 显示 出 来 ， 酶 液 C 将 DNA 水 解 成 较 大 的 片段 ， 即 使 稀释 了 8 倍 的 酶 液 D 仍 可 
以 微弱 地 水 解 DNA， 见 图 2， 

磷酸 单 酷 酶 (PMase) fie: Simpsoni} (1968), LLO.0IM MMM RM 
酯 为 底 物 ， 加 105] 酶 液 A， 在 37*C 保 温 1 小 时 ， 用 定 琵 试剂 测定 无 机 磷酸 的 释放 量 (以 
JER REA 450nm 表 示 ) 为 60,9， 从 而 显示 了 穴居 狼 蛛 毒 具 有 玖 酸 间 酯 酶 的 活力 。 此 外 ， 
从 图 工 也 可 以 看 出 ， 在 穴居 狼 蛛 毒 水 解 3 -532p]-RNA 后 ， 无 5 -232p]-pCp 的 产物 ， 说 
明 其 中 的 磷酸 单 酯 被 水 解 下 求 。 这 个 事实 也 证 明 狼 蛛 毒 中 有 磷酸 单 醴 酶 。 

穴居 狼 蛛 的 生活 习性 是 握 洞 而 居 ， 不 织 网 。 它 用 毒 牙 将 毒液 注入 猜 物 体内 是 它 捕食 


A Wie DL R TR R E RE P ES AS ha EAE la! 


at 
~ 
r 


2 其 





图 2 Aene Re i ok AP ADNAK 1 bakis Ee k E Gh, 
1. RSS kA Agee AK ADNA, 
2.5, dee SSF RARASBCAD, (CD, (Chee (DI RBA ARA DNA MTZ, 
电泳 条 件 : 250V, O.smA, 304, Wik seo YT ris- A pH. 3。 
电泳 以 后 用 EH (ACH) RAK PHAM SAS, 


的 重要 手段 。 徐 科 等 〈1986，1987) 在 该 毒 中 发 现 了 阻 遏 谷 氨 酸 与 神经 肌肉 接头 传递 的 
神经 毒素 以 及 能 换 制 细菌 生长 繁殖 的 抗 苦 肘 。 一 般 说 求 ， 蜗 蛛 毒 既 用 于 麻 疗 猎物 ， 也 用 
于 消化 猎物 ， 因 此 研究 毒液 的 酶 活性 ， 能 和 否 从 中 发 现 有 特色 的 酶 有 待 进一步 探讨 。 

本 工作 的 初步 结果 说 明 ， 穴 居 狠 蛛 毒 含有 与 核酸 代谢 有 关 的 酶 ， 但 尚 不 知 它们 水 解 
核酸 是 否 有 碱 基 专 一 性 。 
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STUDY ON PHOSPHOMONOESTERASE, RNase AND 
DNase IN SPIDER (LYCOSA SINGORIENSIS) VENOM 
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Activities of phosphomonoestcrasc and nucleases hydrolysing RNA and DNA 
were presented in a solution of the crude venom from a spider (Lycosa sing- 
oriensis) collected in Xinjiang Region, China, The substrates for assaying 
thesc enzymes were 4-nitrophenyl phosphate disodium salt, 3’ terminally 32p— 
labciled RNA and nonlabellcd DNA respectively, After incubation of RNA 
and DNA with the venom solution, the products were detected by polyacryla— 


mide gel or agarose gel electrophoresis, 
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